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わち、Ni(II)-NTA が標的タンパク質上の His タグと相互作用することで、His タグのヒ









で His タグ導入タンパク質をラベル化することは困難である。そこで、Ni(II)-NTA をダイマ
ー化することで親和性を向上させた。さらに、反応速度を改善するため、His タグに求核性
の高いシステイン残基を付加し、対応する Ni(II)-NTA の反応部位としてクロロアセチル基を
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たファルネシル化 EGFP や、細胞質に発現させた FKBP12-EYFP、FRB などの様々なタンパ
ク質を選択的にラベル化可能であることが分かった。さらに、光クロスリンカーであるジア


















た。本手法では、アシル転移反応触媒である DMAP(4-dimethylaminopyridine)を conjugate し
たサイトカイン(DMAP 化サイトカイン)を構築し、受容体をラベル化する。ここで、サイト
カインは通常不安定であるため、簡便かつ迅速に DMAP 化サイトカインを構築するために
His タグ /Ni(II)-NTA 間相互作用を利用した。具体的には、His タグ導入サイトカインに、DMAP




させた EGFR や Neuropilin1 のラベル化を達成した。また、A431 細胞に発現している内在性
の EGFR の選択的ラベル化も可能であった。最後に、A431 細胞の内在性 EGFR を蛍光標識
することで、リガンド刺激に伴う EGFR の動態変化を蛍光イメージングした。その結果、TGFα
で刺激した場合は EGFR がリサイクリングするが、EGF で刺激した場合はリサイクリングし
なかった。このような EGFR の動態変化は、これまで固定化細胞を用いた免疫染色によって
解析されてきたが、今回開発したラベル化法は生細胞における内在性 EGFR の動態観察を可
能にした。以上の結果から、本手法は生細胞での内在性サイトカイン受容体の機能解析ツー
ルとして有用であることが示された。  
 
 
